The synthesis and investigation of Silica/Lipid related nanohybrid for anti-cancer drug delivery by 刘泽华
  
学校编码：10384                                  分类号     密级 
学号：32320121153088                             UDC 
 
 
硕士学位论文 
硅/磷脂纳米复合物作为抗癌药物载体的研
究 
The synthesis and investigation of Silica/Lipid related 
nanohybrid for anti-cancer drug delivery 
刘泽华 
 
 
指导教师姓名： 王秀敏副教授
授  专 业 名 称： 药剂学 
论文提交日期： 2015年 4月 
论文答辩日期： 2015年 5月 
学位授予日期： 2015年 5月 
 
 
 
                     答辩委员会主席： 
             评阅人： 
2015年 5月
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 2.5cm 
2.5cm 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
I 
 
厦门大学学位论文原创性声明 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下，独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（洪万进）课题（组）的研究成果，获得（王
秀敏）课题（组）经费或实验室的资助，在（王秀敏）实验室完成。
（请在以上括号内填写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项
声明内容的，可以不作特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
年 月 日 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
II 
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于  
年 月 日解密，解密后适用上述授权。 
（）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打―√‖或填上相应内容。保密学位论文应是
已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员
会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公
开学位论文，均适用上述授权。） 
 
声明人（签名）： 
年       月      日 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
I 
 
 
目录 
摘要 ................................................................ I 
第一章 前言 ......................................................... 1 
1硅纳米粒在药物传递及成像方面的应用 .............................. 1 
1.1硅纳米粒的概述 .............................................. 1 
1.2硅纳米粒在抗癌药物 pH靶向控释方面的研究 ..................... 3 
1.3 SiNP在生物成像中的应用 ..................................... 4 
1.4 光声成像 .................................................... 4 
2脂质体在药物传递领域的应用 ...................................... 6 
2.1 脂质体的概述 ................................................ 6 
2.2 长循环脂质体的优势 .......................................... 6 
3包载药物的选择 .................................................. 7 
3.1阿霉素 ...................................................... 7 
3.2酞菁锌 ...................................................... 8 
第二章 模型药体外分析方法学的建立 .................................. 11 
1材料 ........................................................... 11 
1.1药品和试剂 ................................................. 11 
1.2 实验仪器 ................................................... 11 
2实验方法 ....................................................... 11 
2.1激发-发射波长的选择 ........................................ 11 
2.3 标准曲线的绘制 ............................................. 12 
2.4精密度试验 ................................................. 12 
3结果与讨论 ..................................................... 12 
4小结 ........................................................... 12 
第三章 两种纳米载药系统的制备及理化性质的考察 ...................... 14 
1仪器与试药 ..................................................... 14 
1.1仪器 ....................................................... 14 
1.2药品与试剂 ................................................. 14 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
II 
 
2实验方法 ....................................................... 14 
2.1 Chol–mPEG2000的合成 ......................................... 14 
2.2 硅酸铁纳米粒的合成 ......................................... 15 
2.3 介孔硅@磷酸钙（羟基磷灰石）纳米粒的构建 .................... 16 
2.4空白长循环脂质体及酞菁锌长循环脂质体的制备 ................. 17 
2.5硅酸铁/脂质体纳米复合物（ILH）和介孔硅@磷酸钙@脂质体纳米复合物
（SCaL）的构建 ................................................. 17 
3实验结果 ....................................................... 18 
3.1 硅酸铁纳米粒的工艺筛选 ..................................... 18 
3.2介孔硅@磷酸钙（羟基磷灰石）纳米粒的构建 .................... 20 
3.3酞菁锌脂质体制备方法的选择 ................................. 23 
3.4 两种纳米系统理化性质的考察 ................................. 25 
3.5 ILH体外光声成像研究 ....................................... 30 
4讨论 ........................................................... 32 
5小结 ........................................................... 33 
第四章 药物体外释放实验 ............................................ 34 
1仪器与试剂 ..................................................... 34 
2实验方法 ....................................................... 34 
2.1载药量的确定 ............................................... 34 
2.2 ILH体外药物释放曲线 ....................................... 34 
2.3 MSN@CaP体外药物释放曲线 ................................... 35 
3实验结果与讨论 ................................................. 35 
3.1 ILH体外药物释放曲线 ....................................... 35 
3.2 MSN@CaP体外药物释放曲线 ................................... 37 
第五章 体外抗癌能力研究 ............................................ 39 
1仪器与试剂 ..................................................... 39 
1.1仪器 ....................................................... 39 
1.2 试剂 ....................................................... 39 
1.3 细胞株 ..................................................... 39 
2实验方法 ....................................................... 39 
2.1细胞培养 ................................................... 39 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
III 
 
2.2 MTT实验 ................................................... 40 
2.3细胞摄取实验 ............................................... 41 
3实验结果与讨论 ................................................. 42 
3.1 MTT实验 ................................................... 42 
3.2细胞摄取实验 ............................................... 45 
全文结论与展望 ..................................................... 52 
参考文献 ........................................................... 53 
硕士期间科研成果 ................................................... 59 
致谢 ............................................................... 60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
IV 
 
Catalogue 
Abstract .................................................................................................................................Ⅰ 
ChapterⅠ: Introduction ...................................................................................................1 
1 Bio-application of silica based nanoparticles  .............................................................1 
1.1 Introduction ................................................................................................................1 
1.2 SiNP applied in pH-sensitive drug delivery ..........................................................3 
1.3 SiNP applied in bio-imaging ....................................................................................4 
1.4 Photoacoustic Imaging..............................................................................................4 
2 Liposome ...........................................................................................................................6 
2.1  Introduction .............................................................................................................6 
2.2  Advantages of PEGylated liposome ....................................................................6 
3 Choices for loaed drugs ...................................................................................................7 
3.1 Doxorucibin ...............................................................................................................7 
3.2 Zinc phthalocyanine ..................................................................................................8 
ChapterⅡ: Developing analythsis method for model drugs ...........................11 
1 Materials and methods ...................................................................................................11 
1.1 Drugs and agents .....................................................................................................11 
1.2 Instruments ...............................................................................................................11 
2 Results ............................................................................................................................. 11 
2.1 Optimizing excitation/emission wavelength ........................................................11 
2.3 Standard curve .........................................................................................................12 
2.4 Precision experiments .............................................................................................12 
3 Discussion ....................................................................................................................... 12 
4 Summary ......................................................................................................................... 12 
ChapterⅢ: Characterization ........................................................................................ 14 
1 Materials ......................................................................................................................... 14 
1.1 Instruments ...............................................................................................................14 
1.2 Drugs and agents .....................................................................................................14 
2 Methods .......................................................................................................................... 14 
2.1 Synthesis of Chol–mPEG2000 ................................................................................ 14 
2.2 Construction of Iron silicate nanoparticles ......................................................... 15 
2.3 Construction of MSNs@CaP nanoparticles ........................................................ 16 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
V 
 
2.4 Construction of PEGylated PCZn liposome and blank liposome .................... 17 
2.5 Construction of Iron silicate/Liposome nanohybrid (ILH) and Mesoporous 
silica@calcium phosphate@Liposoe(SCaL)............................................................. 17 
3 Results ............................................................................................................................. 18 
3.1 Construction of Iron silicate nanoparticles ......................................................... 18 
3.2 Construction of MSNs@CaP nanoparticles ........................................................ 20 
3.3 Construction of PEGylated PCZn liposome and blank liposome .................... 23 
3.4 Charcterization for these two nanohybrids ......................................................... 25 
3.5 Photoacoustic imaging of ILH in vitro ................................................................ 30 
3 Discussion ....................................................................................................................... 32 
4 Summary ......................................................................................................................... 33 
ChapterⅣ: In vitro drug release study .................................................................... 34 
1 Materials ......................................................................................................................... 34 
2 Methods .......................................................................................................................... 34 
2.1 Loaeding efficacy ................................................................................................... 34 
2.2 Drug releasing profile of ILH ............................................................................... 34 
2.3 Drug releasing Profile of MSN@CaP ................................................................. 34 
3 Results and discussion .................................................................................................. 35 
2.2 Drug releasing profile of ILH ............................................................................... 35 
2.3 Drug releasing Profile of MSN@CaP ................................................................. 37 
ChapterⅤ: Anti-cancer ability  ................................................................................ 39 
1 Meterials and methods .................................................................................................. 39 
1.1 Instrument ................................................................................................................ 39 
1.2 Agents ...................................................................................................................... 39 
1.3 Cells.......................................................................................................................... 39 
2 Mthods ............................................................................................................................ 39 
2.1 Cell culture .............................................................................................................. 39 
2.2 MTT assay ............................................................................................................... 40 
2.3 Cellular uptake ........................................................................................................ 41 
3 Results and discussion .................................................................................................. 42 
2.2 MTT assay ............................................................................................................... 42 
2.3 Cellular uptake ........................................................................................................ 45 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
VI 
 
Conclusion .......................................................................................................................... 52 
Reference ............................................................................................................................ 53 
Achievements .................................................................................................................... 60 
Acknowledgement ........................................................................................................... 61 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
I 
 
摘要 
化学治疗法是肿瘤学中最广泛应用的方法，但传统的化疗药给药方式存在靶
向性低，毒副作用大，容易出现肿瘤耐药性等多重障碍，严重影响了癌症的治疗。
现如今，随着纳米科技的发展，设计出一种纳米载药系统应用于化疗药物的传递，
从而降低给药剂量、降低毒副作用、提高细胞吸收具有明显的临床意义。在诸多
纳米粒材料的选择中，硅纳米粒由于其具有诸多良好的物理化学性质被广泛应用
于药物传递及生物成像，然而普通二氧化硅纳米粒性质较为单一且载药量较小；
介孔二氧化硅药物容易渗漏，靶向释放性能较差，这些都限制了二氧化硅纳米粒
的进一步发展和应用。除此之外相对于脂质体，二氧化硅纳米粒的生物相容性、
流动性和长循环性均存在一定劣势，值得进一步研究和修饰。  
为了解决以上问题，本论文中设计合成出两种硅/磷脂纳米复合物用于阿霉
素的pH敏感性释放。首先我们合成出一种硅酸铁@脂质体纳米复合物(ILH)，该
纳米复合物能够在酸性条件的刺激下实现释药，达到肿瘤靶向性的效果，同时其
特殊的载药释药机理使其具有了―质子海绵效应‖，在进入细胞后实现内体/溶酶
体逃逸从而增加了其入核效率。体外光声成像实验发现该纳米复合物具有较高的
体外光声信号，有潜力作为光声成像的造影剂，因此可以同时实现生物成像和药
物传递的双重功能。体外细胞实验结果表明，在相同药物浓度下，该纳米载药系
统较游离药相比对癌细胞有更强的杀伤能力 (48.4 ± 7.7% v.s. 26.2 ± 8.4%, 
p<0.001)。共聚焦激光显微镜结果显示该纳米载体能够提高药物入胞的效率，促
进药物在细胞核内的蓄积，并提高癌细胞对化疗药的敏感性，为抗癌药的传递、
癌症诊断提供了一种新的工具。 
第二种 pH 敏感性纳米复合物则是设计出介孔硅@磷酸钙@脂质体用来同时
包载多种药物，通过对肿瘤不同通路的阻断达到更好的治疗效果。MSNs 包载亲
水性药物阿霉素，pH 敏感性材料磷酸钙作为门控材料包裹在 MSNs 外层将介孔
通道堵塞，防止药物提前释放，同时后期可以破坏细胞内体溶酶体系统。脂质体
在最外层不仅引入了 PEG，增加了粒子的长循环型，同时包载一种疏水性光敏
剂酞菁锌（PCZn）。实验结果显示，纳米粒介导的联合给药策略较单纯化疗药给
药疗效明显提升，且磷酸钙涂层引入的钙离子促进了纳米粒的入胞。综上所述，
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这两种 pH 敏感性纳米复合物载体在化疗药物的传递和癌症成像诊断中具有明显
的优越性，有进一步研究的价值。 
 
 
关键词：纳米复合物；硅纳米粒；脂质体 
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Abstract 
Nanoparticle-based therapeutics are poised to become a leading delivery strategy 
for cancer treatment because they potentially offer higher selectivity, reduced toxicity, 
longer clearance times in the body, and increased therapeutic efficacy compared to 
conventional systemic therapeutic approaches. Among all the materials, silica based 
nanoparticles drawing an increasing number of attention for its advantages such as 
versatility of further chemicial modification, biocompatibility, and biodegradability, 
make them promising carriers for drug delivery and imaging applications. 
Furthermore, the combination of PEGylated liposome can introduce the 
long-circulation agent, PEG, without chemicial reaction, as well as enhancing the 
flulidity of the whole nano-system. The concept of combining cancer-targeting release 
with zero-premature release will be also achieved by designing specific silica 
nanoparticle core.  
Doxorubicin (DOX), the most widely used chemotherapeutic drug, are facing 
several obstacles including deleterious side effects, drug resistance, poor cellular 
uptake caused by ion trapping, which hugely intervene its further application. So our 
purpose is to construct a proper nano-system for its delivery. Herein we develop two 
different nano-systems to fulfill our concept. 
Firstly we constrcut a novel iron silicate@liposome hybrid (ILH) with the 
capacity of photoacoustic imaging (PAI) as a carrier to transport doxorubicin (DOX) 
in a pH-sensitive manner, which showed ―zero-premature‖ release feature in neutral 
environment but a sustained drug release triggered by acidic environment, 
simultaneously achieving endosomal/lysosomal escape by ―proton-sponge‖ effect 
fulfilled by its releasing mechanism. Moreover, in vitro PAI results suggests that its 
high intensity of photoacoustic signal ensures it as a promising candidate for PAI 
agent, providing the potential for simultaneously bio-imaging and cancer-targeting 
therapy. Cytotoxicity of our formulation toward tumor cells were remarkably higher 
than free DOX (58.3 ± 1.4 % and 19.3 ± 2.8 %, p<0.0001). CLSM experiments 
showed the enhanced transportation and enrichment process of DOX in QSG-7703 
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cells. All in all, we developed an easy approach to construct a multifunctional 
anti-cancer drug delivery/imaging system. It can specifically release the drug in acidic 
environment and avoid them being trapped into the endosomal/lysosomal system. 
Moreover, it has the potential to be the candidate for PAI agent. Therefore might 
bring opportunities to future cancer therapy. 
The second subject is applying a MSN@CaP@Lipid nanohybrid which 
simultaneously incorporate multiple drugs that affect different pathways and act 
through different mechanisms or combinations of drugs with biological therapeutics. 
The porous silicon will act as core to load the first drug, DOX. CaP was used as a 
gate-keeper as well as further achieve the ability of endosomal/lysosomal escape. A 
hydrophibic drug Phthalocyanine Zinc (PCZn) was incooprated in the lipsome. 
Results suggests that not only this nanohybrid can release the drug in a pH sensitive 
manner, also the CaP shell can stimulate the nanoparticle being uptaken by the cell as 
well as intervene the endosomal/lysosomal system. Meanwhile the combination of 
both drug can enhance the cytotoxicity to the cancer cell obviously. All in all, we 
successfully developed two kinds of silica/liposome based nanohybrid. This strategy 
is an emerging platform for further construction of nanoparticle and may play a 
significant role in cancer therapy and diagnosis. 
 
 
Key words: Nano-hybrid; Silica based nanoparticle; Liposome 
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第一章 前言 
    恶性肿瘤始终是世界面临的最主要的疾病负担之一，且近年来有发病率升高
的趋势，急需有效的治疗方案。化学治疗法是肿瘤学中最广泛应用的方法，但传
统的化疗药给药方式存在靶向性低，毒副作用大，容易出现肿瘤耐药性等多重障
碍，严重影响了癌症的治疗。现如今，随着纳米科技的发展，纳米载体应用于抗
肿瘤药物传递、体内成像及诊断展现了良好的前景和突出的优越性，引起了越来
越多的关注。 
1硅纳米粒在药物传递及成像方面的应用 
1.1硅纳米粒的概述 
随着纳米科技的发展，纳米技术在药物传递方面的应用展现出越来越多的优
势，良好的靶点选择性，而且能够降低药物的毒副作用，延长药物的循环时间，
延缓药物耐药性的发生，与传统给药方式相比具有更好的疗效和治疗指数，因此
近年来成为抗癌药物给药方法的最热门的研究方向。尤其是纳米粒子表面修饰后，
不仅能进行功能化，增加纳米粒的载药释药特征，更能防止巨噬细胞摄取，减少
不良反应发生。近年来多种形式的纳米粒子用于肿瘤药物的传递，如树枝状高分
子、脂质体、聚合纳米粒、胶束、蛋白纳米粒、金属纳米粒等，实验结果及前期
临床数据皆展现出了较游离药明显的优势[1-5]。 
在诸多纳米粒材料的选择中，硅纳米粒（Silica based nanoparticle，SiNP）
表现尤为突出，硅纳米粒可以分为两类，介孔/多孔硅纳米粒（PSi）和硅修饰纳
米粒（Si-based NPs）。其中，介孔硅自从于上世纪在贝尔实验室首次研制成功之
后，由于其良好的物理化学性质，引起了广泛的关注并大量应用于医药领域之中
（图 1）[6, 7]。作为一种无机高分子药物载体，介孔二氧化硅载体具有以下特点: 
1) 粒径可在 50-300 nm 之间调节，可被肿瘤细胞吞嗜，无明显细胞毒性；
2) 粒子形状稳定且规整。与以有机聚合物为材料的纳米给药系统相比，更能耐
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受热、pH、机械压力及氧化降解；3) 孔径规整，大小可调节。孔径分布窄，
从 2 nm 至 6 nm 可调。可通过改变粒径调节载药量，同时可精确研究药物释放动
力学；4) 粒子表面积及孔道容量大。研究表明粒子的总表面积>900 m2/g，孔容
量>0.9cm3/g。这一特性使得载体可获得较高的载药量；5) 具有内表面和外表面，
可选择性地进行功能化，制备性能优良的杂化载体，提供了一种对粒子进行多功
能化的平台；6) 孔结构独特，为蜂窝状，孔道六棱形圆筒状，贯穿纳米粒子，
孔道之间互不影响，即使未经过完全的密封处理，只要将孔的两端封住就可能控
制药物的释放。上述特点使得介孔硅纳米粒广泛应用于药物、造影剂的传递，为
纳米粒在医学药学领域的应用提供了提供了平台，并取得了令人满意的不错的效
果[8-12]。 
图 1：介孔 SiO2纳米颗粒 MCM-41(a)、MCM-48(b)和 MCM-50(c)的 
结构示意图 
 
 
持续的研究使得 PSi 为研发并实现新的癌症治疗策略提供了技术平台。随着
对癌症的研究的不断深入，人们越来越倾向于把癌症放在人体的整体水平来进行
治疗而不是简单对癌细胞进行杀伤。同时，应对癌症这样的复杂疾病，单一给药
方式很难得到良好的治疗效果。当今的给药策略由单一给药，通过修饰等手段改
善单一药物的治疗指数从而提升疗效变为了―多面开花‖，即通过对不同生物信号
通路不同靶点进行攻击，在降低给药量的同时提高药物对肿瘤的杀伤能力，从而
在提高疗效的同时降低了毒副作用[13-15]。而在这其中，PSi 由于其良好的物理化
学性质而能够同时载多种药物，从而为联合用药策略与纳米技术的结合提供了新
的平台。 
另外，纳米粒的生物安全性是制约其生物应用的重要因素。现已有研究表明，
PSi 易被肿癌细胞摄取，且细胞毒性较低，体外生物相容性良好。静脉注射后,
纳米粒易在肝脏、脾脏等器官有效聚集，消除降解后能够被代谢或排泄，主要的
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